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UTILISATION DES N-ALKANOLS COMME ACTIVATEURS 
DU CANAL CFTR 

La pr6sente invention est relative & une nouvelle utilisation des n- 
alkanols comme activateurs du canal CFTR (cystic fibrosis transmembrane conduc- 
tance regulator) et h Papplication de iadite utilisation aux traitements des pathologies 
dans lesquelles on observe un dysfonctionnement dudit canal, telles que la mucovisci- 
dose. 

La proline CFTR, localise dans la region apicale des cellules 
6pith61iales, est un canal chlorure control^ par le niveau d'AMPc et impiiqu6 dans 
Phydratation des fluides secretes par les glandes sous-muqueuses. Un dysfonctionne- 
ment de ce canal CFTR est responsable de la mucoviscidose, maladie g6n6tique auto- 
somique recessive. 

Dans les cellules epitheiiaies, les transports d'eau et d'eiectrolytes 
sont assoctes a une augmentation des permeability membranaires pour les ions K + , 
Na + et CI". Ces mouvements d'eau et d'eiectrolytes sont lies k l'activite de prolines 
membranaires specialises (canaux ioniques, transporteurs) ayant une localisation 
precise dans la membrane plasmique de la cellule (pole apical ou muqueux ; baso- 
lateral ou s6reux). Les techniques d'electrophysiologie moieculaire (patch-clamp) et 
de mesure de flux ioniques rendent possible l'etude des transports ioniques transepi- 
theiiaux, de leurs regulations et de leurs der^glements pathologiques. 

Un dysfonctionnement des cellules epitheiiaies et notamment celui 
des transports d'eiectrolytes est a i'origine de nombreuses physiopathologies, telle que 
la mucoviscidose ou fibrose kystique (Cystic Fibrosis (CF), dans la terminologie 
anglo-saxonne), qui est consideree comme une genopathie des glandes exocrines. 

Le g£ne appeie CF implique dans la mucoviscidose a ete identifie, 
clone et localise sur le bras long du chromosome 7 (Riordan et al., 1989). La muco- 
viscidose est la maladie gen&ique autosomique recessive la plus commune dans les 
populations caucasiennes. Aux Etats-Unis et dans la plupart des pays d' Europe, la 
frequence des porteurs h6t6rozygotes du g£ne CF mute est de 1 sur 20 k 1 sur 30, ce 
qui represente une naissance d'un enfant malade sur 2500 & 3000 environ. Les progres 
realises dans le domaine de la recherche medicale et biologique ont fait, depuis les 
annees 60, considerablement progresser I'esperance de vie des patients atteints de 
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mucoviscidose, qui atteint aujourd'hui 30 ans environ. Le g&ie CF est constitu6 de 
250.000 paires de bases definissant 27 exons et code pour la proline CFTR (Cystic 
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), qui comporte 1480 acides amines 
(Riordan et al., 1989). La mucoviscidose est une canalopathie, c'est-£-dire une patho- 

5 logie liee k un dysfonctionnement de canaux ioniques, dans la mesure oCi la proteine 
CFTR a 6t6 caract6ris6e comme un canal chlorure. A Pheure actuelle, il a ete deja 
rapporte plus de 1300 mutations dans le gfcne CF, qui alterent les propriety et la fonc- 
tion du canal CFTR. 

La proteine CFTR est exprimee dans de nombreux organes dont le 

10 pancreas exocrine, les poumons, les glandes sudoripares, Pintestin, le tissu hepatique, 
Pappareil reproducteur, le rein et le tissu cardiaque. 

L'int6r6t porte & la mucoviscidose a eu des consequences impor- 
tantes pour la comprehension des m6canismes s6cretoires des cellules epith61iales 
normales. Les cellules 6pith61iales des glandes exocrines de differents organes, tels 

15 que Pintestin, le pancreas ou les poumons, controlent le transport de sel et d'eau dans 
les tissus. La proteine CFTR, qui est surtout localisde au p61e apical des cellules 6pi- 
th&iales, est un canal chlorure, de faible conductance, active par la voie de PAMPc. 

La CFTR est impliquee dans Phydratation des fluides s6cr6t6s par 
les glandes sous-muqueuses et influencerait la s£cr&ion des mucines, glycoproteins 

20 qui participent notamment a la formation du mucus bronchique. 

Dans la mucoviscidose, le dysfonctionnement du canal CFTR 
affecte la secretion apicale d'ions CI, activee par PAMPc. Le transport electrolytique, 
devenu anormal, provoque PSpaississement du mucus extracellulaire et entraine ainsi 
des obstructions au niveau des lumieres des difiterents tissus. Ces obstructions sont la 

25 cause de bronchites chroniques dues k des infections bacteriennes pulmonaires 
opportunistes, des insuffisances pancreatique et hepatique, d'une s6cr6tion sudoripare 
anormalement . concentre et de P infertility masculine. 

La proteine CFTR est une glycoprotein d'un poids moteculaire de 
170 kD comportant cinq domaines (Riordan et al., 1989) : deux domaines' transmemr 

30 branaires avec chacun 6 segments transmembranaires ou helices a (numerotees de 1 a 
12, comportant chacun de 21 & 22 acides amines), deux domaines intracellulaires de 
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fixation des nucleotides (NBD1 et 2 pour Nucleotide Binding Domain) et un large 
domaine intracellulaire de regulation (domaine R). 

La regulation de la CFTR a 6t& particulterement itudife. Deux 
processus complexes controlent l'activite du canal CFTR : la phosphorylation du 
5 domaine R par des prolines kinases et la fixation et I'hydrolyse d'ATP sur les deux 
domaines NBD. La dephosphoryiation du canal CFTR entraine une perte d'activite du 
canal jusqu'a sa fermeture (Tabcharani et al. a 1991 ; Becq et al., 1994). 

Plusieurs etudes ont montre que la proteine CFTR a, en plus de son 
activite canal chlorure, de nombreuses autres fonctions celluiaires non encore eluci- 
10 dees. Elle regulerait d'autres canaux ioniques tels que le canal chlorure rectifiant 
sortant ORCC (Schwiebert et al., 1995), le canal sodium epithelial ENaC (Quihton et 
al., 1999) ou le canal chlorure dependant du calcium CaCC (Wei et al., 1999). Elle 
aurait aussi une activite regulatrice sur la liberation d'ATP de l'interieur vers 
rexterieur de la cellule (Schwiebert etal., 1995) 

15 La CFTR partage une homologie de sequence et de structure, avec 

les transporteurs ABC (pour "ATP-binding cassette") qui constituent une grande 
famille de proteines membranaires tres conservees dans Involution. Ces transporteurs 
sont impliques dans la translocation de substrats varies k travers les membranes cellu- 
iaires. Cependant, alors que chez les procaryotes de nombreux couples transpor- 

20 teurs/substrats ont ete definis, ces informations sont plus rares chez les eucaryotes. 
Chez les mammiferes, on denombre actuellement 48 transporteurs ABC dont les 
dysfonctionnements pourraient etre associes k une pathologic La glycoprotein P (ou 
MDR pour Multi Drug Resistance) est impliquee dans le rejet de drogues cyto- 
toxiques. La CFTR controle le transport de chlorure transepitheiial et 1'hydratation des 

25 compartiments muqueux, alors qu'une des isoformes de la MDR serait plutot impli- 
quee dans la translocation de la phosphatidylcholine. 

Parmi les quelques 1300 mutations du gene CF recensees jusqu'i 
aujourd'hui et qui provoquent la mucoviscidose, la plus frequemment retrouvee est 
une deletion de trois paires de bases dans une region codante (exon 10) du g£ne CF. 
30 Cette mutation correspond k la deletion, dans la proteine, d'une phenylalanine en 
position 508 (AF508) dans le domaine NBD1. La frequence d'apparition de cette 
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mutation est de 70 % des alleles mutes en moyenne dans ies analyses genetiques (Tsui 
et al, 1991) et 50% des patients sont homozygotes pour cette mutation. Les conse- 
quences de cette mutation sont dramatiques car la proline anormale issue de la trans- 
cription du gene mute (AF508) n'est plus capable d'assurer ses fonctions dans le 
5 transport de chlorure des cellules epitlteliales affectees. L'absence de courant chlorure 
apres stimulation des cellules 6pitheliales des glandes exocrines par l'AMPc est la 
principale caracteristique montrant la presence d'une anomalie sur le g£ne CF et 
notamment de la mutation (AF508). La density de mutations la plus elev£e se trouve 
dans les deux domaines de fixation des nucleotides (NBD1 et NBD2). Sept autres 

10 mutations importantes sont pr&entes avec des frequences superieures a 1 %. La 
mutation G551D correspond k la substitution d'un residu glycine (G) en position 551 
de la proteine par un acide aspartique (D). Les patients CF porteurs de ce mutant ont 
une pathologie s£v£re avec une insuffisance pancrSatique et des troubles pulmonaires 
graves (Cutting et al., 1990). La frequence d' observation de cette mutation atteint 3 a 

15 5 % chez certaines populations de patients atteints de mucoviscidose. A l'inverse de la 
deletion AF508, la proteine CFTR portant la mutation G551D est mature et est incor- 
poree dans la membrane (Gregory et al., 1991). Cependant, la mutation entraine une 
impernteabilite membranaire et la stimulation de la voie de l'AMPc n'ouvre pas le 
canal associe & Pexpression de ce mutant (Gregory et al, 1991 ; Becq et al, 1994). 

20 D'autres mutations comme R117H, R334W et R347P apparaissent avec des 
frequences basses de 0,8, 0,4 et 0,5% respectivement et sont associees k des patho- 
logies moins s£v&res (Sheppard et al., 1993). Ces trois mutants expriment une proteine 
CFTR mature, glycosylee permettant son insertion dans la membrane. Cependant 
Pamplitude du courant, la conductance unitaire et la probability d'ouverture du canal, 

25 assoctees avec chacune des trois mutations, sont modifiees (Sheppard et al., 1993 ; 
Becq et al. 1994). La regulation par la voie de PAMPc semble toutefois normale pour 
ces trois differents mutants, y compris pour AF508 (Becq et al., 1994). 

Les porteurs tteterozygotes du gene CF, c'est-a-dire ayant une copie 
du gene normal et une copie du gene mute, sont gen&alement sains et represented 

30 environs 5 % de la population caucasienne. Un avantage s£lectif est sugg£r£ pour 
expliquer le pourcentage relativement Sieve de cette mutation & l'&at heterazygote au 
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cours de revolution. Les personnes heterozygotes auraient 6t& plus resistantes a des 
epid6mies de ffevre typhoide, de cholera, de tuberculose ou de diarrhees secretaires. 

Cependant une correlation entre porteurs heterozygotes pour le gene 
CF et susceptibilite h developper des pathologies diverses, telles que Pasthme, des 
5 polyposes nasales, des sinusites et bronchites chroniques, des bronchectasies, des 
aspergilloses bronchopulmonaires allergiques ou des pancr^atites a ete etablie par 
certains travaux (Griesenbach et al., 1999). Des mutations survenant dans des regions 
flanquantes entre exons-introns du g&ie CF ont egalement 6te decrites. Par exemple, il 
existe des variants polymorphiques 9-, 7- ou 5- thymidines entre Pintron 8 et Pexon 9. 

10 Le variant polymorphique 5T diminue la synthese de la proteine CFTR, au demeurant 
normale. I/association du variant 5T sur un allele avec une mutation de CFTR sur 
Pautre allele conduit a une ag6n6sie cong^nitale de canaux deferents (ACCD), se 
caracterisant chez le patient masculin par une infertility secretaire sans aucun autre 
trouble classique de mucoviscidose. Une certaine proportion d'hommes steriles 

15 pourrait en fait etre porteurs de ces mutations dans le gfcne CF, sans developper la 
mucoviscidose proprement dite. 

Cette d6couverte ouvre un debat sur le diagnostic et la classification 
de la mucoviscidose, li£ aux desordres physiologiques repertories chez des individus 
heterozygotes. On pourrait ainsi definir, a cote des cas de mucoviscidose classique, 

20 des cas atypiques : 

- Dans le cas classique, les patients homozygotes malades, (e.g. 
AF508/AF508) ou heterozygotes composites (e.g. AF508/G551D) pr6sentent la majo- 
rite des troubles caracterises par cette maladie. 

- Dans les cas atypiques, les patients, heterozygotes composites 
25 (AF508/5T...) ou heterozygotes vrais, montrent des troubles divers : ACCD, asthme, 

sinusites chroniques, etc., tels que precises ci-dessus. 

Afin de pallier le deficit en proteines CFTR fonctionnelles, aussi 
bien dans les cas classiques de mucoviscidose que dans les cas atypiques marques par 
differents troubles (asthme, bronchectasies, sinusites...), il peut etre envisage d'activer 
30 pharmacologiquement la proteine CFTR sauvage encore presente (heterozygotes), et 
les mutants, tels que AF508 ou G551D, insures dans la membrane, mais inactifs. 
Malgre un defaut d'adressage de la proteine AF508 dans les membranes de cellules 
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£pitheliales affectees par ia mucoviscidose, plusieurs groupes out montr<§ que cette 
proline pouvait etre fonctionnellement presente, en petit nombre, dans les membranes 
(Dalemans et al., 1991 ; Drumm et al., 1991 ; Becq et aL, 1994). 

Ainsi, Putilisation d'activateurs du canal CFTR et notamment 
5 d'ouvreurs du canal CFTR peut optimiser les chances de succes d'une pharmaco- 
tterapie des maladies liees & un dysfonctionnement du canal CFTR. 

Malgr6 les progres realises dans la genttique de la mucoviscidose et 
. dans la biologie et la biochimie de la proteine CFTR, la pharmacologic des ouvreurs 

du canal CFTR est peu d6velopp6e. 
10 Plusieurs Etudes ont montre qu'en plus des agents generaux bien 

connus pour activer la proline CFTR par la voie de I'AMPc, tels que la forskoline 
(FSK), il etait possible d'utiliser d'autres molecules pour activer les canaux CFTR. Le 
mode d'action de ces activateurs est encore peu connu et leurs effets limites. 

On peut citer les quelques families de molecules aujourd'hui 
15 connues pour leurs propriety d'activateurs ou d'ouvreurs du canal CFTR : 

- Les ptenylimidazothiazoles (tevamisole et bromot&ramisole) 
(Becq et al., 1994). II a <§te montr£ que le levamisole et le bromotetramisole permet- 
tent de contr61er Tactivite et le niveau de phosphorylation du canal CFTR. Toutefois, 
ces molecules ne semblent pas pouvoir agir dans toutes les cellules, De plus, dans un 

20 module de souris transg6niques presentant la mutation G551D/GS51D, le bromo- 
tetramisole n'a pas eu l'effet activateur attendu. 

- Les benzimidazolones (NS004) (Gribkoff et al., 1994). Ces 
composes, d&iv6s du noyau imidazole comme le levamisole peuvent, dans certaines 
conditions, et notamment lorsque le canal CFTR a &6 phosphoryte, ouvrir le canal. 

25 Les benzimidazolones sont toutefois egalement activateurs de nombreux canaux 
potassium (Olesen et al., 1994) et sont, de ce fait, peu specifiques du canal CFTR. 

- Les xanthines substitutes comme ITBMX (3-isobutyl-l-m6thyl- 
xanthine) ou la theophylline sont d'abord connus comme des inhibiteurs des phospho- 
diesterases intracellulaires (enzymes de degradation de I'AMPc), de phosphatases 

30 ainsi que des antagonistes des r£cepteurs membranaires fixant l'ad£nosine; elles 
agissent en outre sur la mobilisation du calcium intracellulaire. Independamment de 
ces propridtes ce sont des activateurs du canal CFTR (Chappe et al., 1998). Le meca- 
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nisme d'action des xanthines sur le CFTR est encore mal ccnnu mais pourrait impli- 
quer leur fixation sur ies domaines de fixation des nucleotides (NBD1 et NBD2). 

- Les benzo(c)quinolizinium (Demande internationale PCT WO 
98/05642 ; Becq et aL, 1999) qui sont davantage specifiques du CFTR mais peuvent 

5 induire des effets ind£sirables ; en effet, ces molecules activent le canal CFTR par une 
voie ind£pendante de PAMPc. Cependant, k Pheure actuelle, les tests de toxicite rela- 
tive a cette famille de molecules n'ont pas encore 6t€ effectues et il n'est pas impro- 
bable que ces molecules puissent se reveler avoir des effets toxiques sur Panimal. 

Ainsi, l'ensemble des traitements actuellement preconises, soit 

1 0 manquent de specificite, soit entrainent trop d' effets indesirables. 

C'est pourquoi la Demanderesse s'est donn£ pour but de pourvoir a 
des medicaments qui activent specifiquement le canal chlorure CFTR, tout en ne 
modifiant pas le taux de base de PAMPc, destines au traitement de pathologies asso- 
ctees k des troubles des flux ioniques transmembranaires, notamment de chlorure, et 

1 5 notamment dans les cellules 6pith61iales chez Phomme ou Panimal. 

La presente invention a plus particulterement pour but de fournir de 
nouveaux medicaments susceptibles d'Stre utilises dans le cadre du traitement de la 
mucoviscidose, des cas de "mucoviscidose atypiques" (asthme, sinusites chroniques, 
bronchectasies...), de la prevention ou du traitement des obstructions des voies 

20 bronchiques ou des voies digestives (notamment pancreatique ou intestinale), de 
maladies cardio-vasculaires ou encore r&iales. 

Les Inventeurs ont en effet trouve, de manure surprenante, que 
certains n-alkanols activent specifiquement le canal chlorure CFTR (cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator). L'activite du canal CFTR est mesur£e k 

25 Paide de la technique d'efflux d'iodure radioactif ( l25 I) ou de la technique de patch- 
clamp. L'ordre d'activation de CFTR par les n-alkanols est hexanol-Kheptanol- 
l<octanol-Koctanol-2<decanol-l (1 raM). 

La presente invention a, en consequence, pour objet Putilisation des 
n-alkanols k chalnes hydrocarbontes lineaires, ramifites ou non, ou cycliques en C$- 

30 Cio, pour la preparation d'un medicament destine au traitement des pathologies asso- 
ciees k des troubles des canaux chlorure CFTR (flux chlorures transmembranaires), 
notamment dans les cellules 6pith£liales, chez Phomme ou Panimal. 
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Le fait que les n-alkanols en C 6 -Cio &e modifient pas le niveau 
d'AMPc des cellules est un avantage pour au moins deux raisons : 

- cela est en faveur d'une sp6cificite d'interaction entre les n- 

alkanols et le canal CFTR 
5 - cela permet d'eviter des effets secondaires et non sp£cifiques qui 

peuvent Stre induits par une augmentation d'AMPc dans les cellules. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite utilisation, lesdits 

n-alkanols sont des n-alkanols h chaines hydrocarbonees lin&dres, ramifiees ou non, 

dans lesquels le groupe OH est en position 1 (alcool primaire) ou en position 2 (alcool 
10 secondaire). 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite utilisation, 
lesdits n-alkanols sont des n-alkanols k chaines hydrocarbonees cycliques portant un 
ou plusieurs groupements alcool (cyclohexane, par exemple). 

Les n-alkanols pr6sentent, dans cette application, un certain nombre 

15 d'avantages: 

- aucune activation par les n-alkanols n'est detect6e dans des cellules 
CHO controles qui n'expriment pas de CFTR, alors que l'activation de CFTR par les 
n-alkanols dans des cellules CHO [Chinese Hamster Ovary) exprimant le canal CFTR 
est bloqute par l'ajout de glibenclamide (100 jiM), utilise pour bloquer specifique- 

20 ment le canal CFTR. 

- les n-alkanols ne modifient pas le niveau de base d'AMPc ; les n- 
alkanols activent ainsi sp£cifiquement le canal CFTR par une voie independante de 
l'AMPc. L'activation du CFTR par les n-alkanols est ind£pendante de Peffet potentiel 
de ces molecules sur le decouplage cellulaire. 

25 - les n-alkanols agissent par un m£canisme ind^pendant de la 

proteine kinase C. 

Parmi les n-alkanols, c'est surtout 1'octanol qui a d6}k 6t& propose 
dans de nombreuses applications : 

1. comme molecules anesthesiques ; il exerce des effets complexes 
30 sur les membranes biologiques. Une theorie physico-chimique avait £te avanc6e pour 
expliquer la puissance effectrice des anesth6siques. L'efficacite des anesthesiques 
augmenterait en fonction de leur solubility dans les graisses et serait une fonction 
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lin6aire du coefficient de partition octanol-eau (la loi de Meyer-Overton sur 
Panesthesie). En fait les mecanismes impliques dans les efFets des n-alkanols ne sont 
pas eiucides. Cependant, deux hypotheses generates ont 6t6 proposes pour expliquer 
les efFets des n-alkanols sur les proteines associees aux membranes biologiques : 
5 - La premiere suggfre que les n-alkanols altSrent les propri6t6s 

physiques de la membrane, proprietes necessaires au fonctionnement normal des 
proteines membranaires. 

- La deuxieme suggere que les n-alkanols se fixent directement dans 
des regions hydrophobes specifiques des prolines (Mascia et al, 2000). 

10 II est probable que les deux mecanismes interviennent Cependant, 

c'est actuellement la deuxieme hypothese qui retient l'interet, la premiere ayant 6t6 
contredite par des experiences qui montrent que les perturbations de la fluidite 
membranaire, engendrees par les n-alkanols, etaient mim6es par une augmentation de 
temperature corporelle (ftevre), sans pour autant observer les memes efFets sur 

1 5 l'activite eiectrique. 

Une caracteristique commune de Taction de ces molecules est la 
modulation du signal eiectrique qui est due a l'alteration de la conductance membra- 
naire par les canaux ioniques. 

2. dans la regulation du recepteur-canal CI" au GABA (acide 
20 gamma-aminobutyrique) (Narahashi et al., 1998 ; Marszalec et al., 1994 ; Nakahiro et 

al., 1991). Ces recepteurs sont exprim£s au niveau du systeme nerveux central. 

3. comme broncho-dilatateurs : les n-alkanols interviennent dans la 
relaxation des muscles lisses des voies aeriennes en diminuant notamment la concen- 
tration intracellulaire de calcium ([Ca 24 ]0 (Sakihara et al., 2002). 

25 4. action au niveau des ionctions cellulaires en alterant la conduc- 

tance des jonctions communicantes dans de nombreux tissus y compris le tissu epithe- 
lial (Weingart et al., 1998) ; cet effet concerne plus specifiquement les agents lipo- 
philes, tels que les n-alkanols S longue chaine. Le mecanisme moieculaire resultant du 
decouplage cellulaire demeure obscur. 

30 5. Les alcools tel que Toctanol, comme agents anti-emulsifiants, ont 

dej& ete utilises, en aerosol, chez des patients souffrant d' oedfones pulmonaires 
(Miller et al., 1973), mais lews mecanismes d'action demeurent inconnus. 
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L'utilisation de certains n-alkanols, dans le traitement des patho- 
logies associees a des troubles des flux ioniques transmembranaires de chlorure dans 
les cellules epith61iales et notamment de la mucoviscidose et des mucoviscidoses 
atypiques vient d'etre trouve par les Inventeurs. 
5 En effet, de mani&re surprenante, les n-alkanols en Cs-Cio, notam- 

ment nebulisees dans les bronches des patients sous forme d'a6rosol ou de nebulisat, 
activent ou potentialisent l'activite de canaux CFTR sauvages ou mutes mais presents 
a la membrane des cellules notamment chez des patients atteints de mucoviscidose, 

L'activation du canal CFTR par les n-alkanols, pourrait en outre 

10 favoriser un effet broncho-dilatateur au niveau des fibres musculaires lisses des 
bronches et bronchioles, et contribuer k Fameiioration de la fonction respiratoire des 
patients atteints de mucoviscidose aussi bien que des patients atteints d'insuffisance 
respiratoire, non liee k une mucoviscidose, telle que l'asthme. 

De raani&re generate, lesdits n-alkanols peuvent etre administr^s par 

15 voie parenteral : administration intradermique, intraveineuse, intramusculaire ou 
sous-cutanee ; par voie intra nasale et buccale : aspiration ou nebulisation par aerosol ; 
par voie orale ; par voie sublingual. 

De maniere pr6f6r6e, lesdits n-alkanols sont administres sous une 
forme adaptee a une administration intra nasale ou buccale, de manure k obtenir un 

20 contact direct entre lesdits n-alkanols et la surface des muqueuses broncho-pulmo- 
naires. Par exemple, lesdits n-alkanols sont pr&ent& sous une forme liquide, pour une 
administration sous la forme d'un aerosol ou sous la forme d'un nebulisat, et ce k 
Paide d'un dispositif de nebulisation, du type de ceux utilises aussi bien dans ie 
traitement de l'asthme que dans celui de la mucoviscidose. 

25 Selon un autre mode de realisation avantageux de 1' invention, lesdits 

n-alkanols sont associ6s a au moins un vehicul'e pharmaceutiquement acceptable 
adapt£ k ladite administration intra nasale ou buccale. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de Pinvention, lesdits 
n-alkanols sont de preference administres k une concentration comprise entre 0,001 % 

30 et 0,1 % (v/v), correspondant k une valeur comprise entre 10 et 1000 ppm (parties par 
million), soit de 10 mg/kg k 1 g/kg. 
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Outre les dispositions qui precedent, 1' invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en oeuvre de l'utilisation objet de la presente invention ainsi 
qu'aux dessins annexes dans lesquels : 

5 - la figure 1 illustre : (A) Comparaison de Peffet de l'octanol-1 et de 

la FSK sur l'efflux de I25 I (% en ordonnee) en fonction du temps (min, en abscisse) 
dans les cellules CHO-CFTR(+). (B) Effet de 1'octanoM et de la FSK sur l'efflux de 
125 I (% en ordonnee) en fonction du temps (min en abscisse) dans les cellules 
controies CHO-CFTR(-). (C) Efifet de 1'octanoM (0,25 a 5 mM) et de la FSK (5 fiM) 
10 sur l'efflux de I25 I (vitesse d' efflux en ordonnfe) dans les cellules controies CHO 
CFTR(-) (D) Effet de Pinhibition sp&ifique de CFTR par 100 nM de glibenclamide 
sur l'efflux de I25 I (vitesse d' efflux en min* 1 en ordonnee) stimuli par 1'octanoM, la 
FSK ou 1'octanoM et la FSK, dans les ceUules CHO-CFTR(+). 

- la figure 2 illustre Teffet de doses croissantes (en abscisse) de FSK 
15 ou d'octanoM sur l'efflux de I25 I (vitesse d'efflux en min" 1 en ordonnee) dans les 

cellules CHO-CFTR(+). 

- la figure 3 illustre : (A) Effet de la FSK (1 jiM) en presence et en 
l'absence de glibenclamide (100 \iM) sur le courant enregistre en configuration cellule 
entiere, repr6sentant l'activation du canal CFTR. (B) Effet de 1'octanoM (1 mM) sur 

20 le courant induit par l'activation de CFTR, en presence et en l'absence de 
glibenclamide (100 fiM) pour inhiber specifiquement le canal CFTR. 
L'enregistrement est effects dans les cellules CHO-CFTR(+), n = 4. 

- la figure 4 illustre : (A) Effet de la longueur de la chaine hydro- 
carbon& des n-alkanols (en abscisse) dans l'activation de l'efflux de l25 I (vitesse 

25 d'efflux en min* 1 en ordonnee). (B) Effet de l'octanol-2 sur l'activation de l'efflux de 
l25 I (vitesise d'efflux en min" 1 en ordonnee). 

- la figure 5 illustre l'effet de l'octanol-1 (1 mM) et de I'acide 18- 
alpha glycerrhetinique (a-GA 10 \iM) sur la reponse calcique induite par une stimula- 
tion d' ATP qui met en jeu la communication intercellulaire. 

30 - la figure 6 illustre l'effet du dteouplage cellulaire dans l'activation 

de l'efflux de I25 I (% en ordonnee), par une application d'acide 18-alpha glycerrheti- 
nique (a-GA 10 et 100 \iM) (n = 12), en comparaison a l'effet de l'octanol-1 . 



WO 2005/011659 



PCT/FR2004/001662 



12 

- la figure 7 illustre : (A) Effet de 1' inhibition de la proteine kinase A 
par du H-89 (30 \M, 30 min) sur Pactivation de Pefflux de I25 I (taux d'efflux en min 1 
en ordonnte) induite par Foctanol-1 (1 mM), la FSK (1 \iM) ou une co-stimulation 
octanol-1 + FSK. (B) Effet de Pinhibition de la proline kinase C (GF109203X, 100 

5 nM, 30 min) sur Pactivation de r efflux de I25 I (taux d'efflux en min" 1 en ordonnee) 
induite par 1' octanol-1 (1 mM). 

- la figure 8 illustre Peffet des n-alkanols sur le niveau de l'AMPc 
intraceilulaire total en comparaison au niveau basal et a une stimulation par de la FSK 
(5 |iM). 

10 - la figure 9 illustre : (A) Effet de l'octanol-1 (1 mM) sur l'efflux 

d'iodure (min l ) en fonction du temps (min) dans ies cellules epitheliales humaines 
d'origine bronchiques Calu-3, avec (n = 8) ou sans pretraitement par du glibenclamide 
(100 nM, 1 heure) (n = 8), et avec (n = 8) ou sans pretraitement par du DIDS (500 
\iM, 1 heure) (n = 8). La fleche represente le moment ou Poctanol-1 (1 mM) est 

15 ajoute, avec ou sans glibenclamide et avec ou sans DIDS. (B) L'effet maximum de 
PoctanoH est normalise k 100 %. Effet du traitement par du DIDS (500 nM, 1 heure) 
ou du glibenclamide (100 jiM, 1 heure) sur la reponse maximale de Poctanol-1, le 
niveau basal est indiqu6. (Test t : *** P < 0.001 ;ns : non significatif). (C) Effet de 
doses croissantes (en abscisse) d'octanol-l en presence ou non de FSK (1 (iM) sur 

20 Pefflux de I25 I (vitesse d'efflux en min* 1 en ordonn6e) dans les cellules Calu-3. (D) 
Courbe dose-r^ponse d'octanol-l (n = 8 pour chaque concentration testee) en presence 
ou en absence de FSK (1 |iM), representee en % du maximum deactivation obtenue 
pour 10 mM d'octanol-l. La concentration de demi-effet (EC50) de Poctanol-1 est de 
5 12 nM en presence de FSK (1 \M) et de 1,14 mM en absence de FSK (1 jiM). 

25 - la figure 10 illustre : (A) Effet de PoctanoM (1 mM) (n = 8) ou 

d'un cocktail de drogues utilise pour activer de fa9on maximale le canal mute CFTR- 
AF508 (FSK 10 |iM plus genisteine (GST) 30 \M) (n = 8) sur Pefflux d'iodure (min" 
l ) en fonction du temps (min) dans les cellules epitheliales bronchiques humaines 
JME/CF15 extraites k partir de patients atteints de mucoviscidose. La fleche repre- 

30 sente le moment ou Poctanol-l (1 mM) ou la FSK 10 yM + GST 30 |iM sont ajoutes. 
(B) Representation du pourcentage d'activation de CFTR-AF508 obtenu avec 
Poctanol-1 (1 mM) par rapport k Pactivite maximale obtenue avec le cocktail FSK 
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10 fiM + GST 30 uM, qui est normalise a 100 % de la nSponse maximale. (C) Effet 
du pr&nritement par du giibenclamide (100 uM, 1 heure) (n = 8) ou du pretraitement 
par du DIDS (500 uM, 1 heure) (n = 8) sur la reponse maximale (normalisee & 100 % 
d'activation) obtenue avec 1 mM d'octanol-1 (Test t : *** P < 0.001 ; ns : non signi- 
5 ficatif). 

- la figure 1 1 iilustre la reversibilit6 de l'effet de roctanol-1 (1 mM) 
sur Pactivation de CFTR <§tudiee par patch-clamp en configuration cellule entiere dans 
les cellules CHO-BQL Famille de courants <§voquee dans une cellule CHO-BQ1 par 
des depolarisations successives entre -80 et +15 mV h partir d'un potentiel de maintien 

10 de -60 mV et par incrementation de 5 mV, en absence (controle), en presence 
d'octanol-1 (1 mM) et apris 15 min de lavage de l'octanol-1 par un milieu salin 
physiologique de rin9age. 

- la figure 12 iilustre la structure des n-alkanols en C2-C10. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
15 uniquement k titre d'illustration de l'objet de 1'invention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

Exemple : Mise en Evidence des proprietes des n-alkanols comme ouvreurs ou 
activateurs de CFTR 

1) Mfthodes exp6rimentales . 

20 i n Cellules en culture . 

Les 6tudes sur la CFTR sont d'une part n§alisees sur des cellules 
CHO (Chinese Hamster Ovary cells) qui expriment la proline CFTR humaine 
recombinante (CHO-CFTR(+)) (Riordan et at, 1989). Ces cellules sont cultivees & 
37°C dans une 6tuve satur<5e en eau contenant 5% de C0 2 dans du milieu ccMEM 

25 additionne de s<§rurn de veau foetal (7,5 %), de 2 mM glutamine, de 50 I.U/rnI de 
p6nicilline et de 50 ng/ml de streptomycine. Les cellules qui n'expriment pas la CFTR 
sont notfes CHO-CFTR(-) et sont cultivees dans du milieu DMEM/F12 dans les 
memes conditions que prec&iemment 

Les etudes de CFTR sont aussi realis6es sur les cellules Calu-3 

30 (ATCC n° HTB-55) qui sont des cellules epith&iales pulmonaires humaines expri- 
mant de fa?on endog£ne le canal CFTR. Ces cellules sont cultivees dans les m&nes 
conditions de culture que les cellules CHO. L'6tude du canal CFTR mute est r6alis& 
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sur les cellules JME/CF15, cellules epitheiiales extraites de voies aeriennes respira- 
toires de patients atteints de mucoviscidose (homozygote AF508) (Jefferson et al., 
1990). Ces cellules expriment done le canal CFTR mute AF508. Ces cellules sont 
cultiyees dans les memes conditions que pr£c6demment mais le milieu de culture est 
5 supplements avec un melange hormonal contenant: adenine (180 jiM), insuline (5 
Hg/ml), transferine (5 jxg/ml), hydrocortisone (1,1 \iM) 9 triiodothyronine (2 nM), 
epinephrine (5,5 \xM) 9 facteur de croissance epidermique (1,64 nM). . 

1.2) Technique du patch-clamp, applique a I'etude des cellules eq 

culture . 

10 La technique du patch-clamp consiste k appliquer une pipette ou une 

microeiectrode de verre a la surface d'une cellule. En aspirant legere'ment, il est 
possible de faire adherer la membrane au verre. Un petit morceau de membrane 
(patch) est ainsi isole au bout de la pipette : e'est le principe du patch-clamp (O.P. 
Hamill et al. Pflugers Arch., 1981, 391, 85-100 ; R. Penner, A Practical Guide to 

15 Patch Clamping, 1995, In Single Channel Recording, 2* me edition (Eds. B. Sakamnn et 
al) Plenum Press, New York, 3-30). Pour ce faire, la pipette de patch-clamp doit avoir 
une pointe de l'ordre de 1 \im de diam&re et une resistance de l'ordre de 1-5 MQ. La 
resistance d'une pipette ou d'une microeiectrode permet d'apprecier la finesse de la 
pointe : plus la resistance est grande, plus la pointe est fine ou 1' Electrode est bouchee. 

20 Le diametre de la pipette de patch-clamp ne permet pas de p£netrer dans la cellule 
mais par contre, il permet effectivement d'emprisonner un morceau de membrane 
dans la pointe. Des interactions entre la membrane et le verre vont se former, aidees 
par une Ieg£re succion ou pression negative de la pipette. La qualite de cette 
interaction (ou scellement) est egalement appr£ci6e en mesurant la resistance entre le 

25 verre et la membrane. Pour mesurer des courants globaux en configuration cellule 
entire, une resistance de scellement de 1 GQ est suffisante. 

De mantere generate, on mesure des enregistrements de courant 
electrique h travers un patch contenant, par exemple, un canal. Le potentiel de 
membrane impose (Edamp) est generalement en millivolts. Lorsque le canal est ferme 

30 le courant oscille faiblement autour d'un niveau de base (etat F). Cet infime courant 
de base circule dans les « fiiites » entre le patch et l'extremite de la pipette. Lorsque le 
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canal s'ouvre (6tat O), le courant saute a un autre niveau, puis revient au niveau de 
base quand le canal se feme et ainsi de suite. 

Les mesures peuvent etre realis&s dans Tune des configurations 
suivantes : cellule attach6e (cell-attached), cellule enttere (whole-cell), patch excise 
5 intfrieur-exterieur (inside-out) ou patch excise exterieur-exterieur (outside-out). 

Les experiences de patch-clamp sont effectuees sur des cellules 

confluentes. 

De maniere plus precise, les boites de culture (support des cellules) 
sont places dans une cuve d'exp&imentation (volume 1 ml) sur la platine d'un 

10 microscope inverse (Nikon) 6quipe avec un Sclairage en contraste de phase. La confi- 
guration cellule enttere (whole-cell) est utilis6e pour Penregistrement des courants 
cellulaires (Hamill et al, 1981). Les experiences sont rfoiisees k temperature ambiante 
(20-22°C). Les courants sont amplifies avec un amplificateur Axopatch 200B (Axon 
Instrument LTd) possedant un filtre passe-bas de 2-5 kHz (filtre Bessel k 6 poles) et 

15 enregistres sur le disque dur d'un ordinateur PC apres digitalisation a 10-25 kHz. La 
fabrication des pipettes s'effectue k partir de tubes de verre de 1 mm de diam&re 
(Clark Electromedical Instrument) en quatre Stapes avec une etireuse horizontale 
(Bruwn Flaming 97, CA). 

Les pipettes, remplies d'une solution intracellulaire contenant en 

20 mM : 60 KC1; 80 NMDG (N-m6thyl-G-glucamine); 10 HEPES ; 5 EGTA ; CaCl 2 1; 
MgATP 4; Na 3 GTP 0,2; pH 7,4 titr£ avec KOH), ont une resistance de 5 M£l Les 
potentiels sont exprimes comme la difference entre le potentiel de l'61ectrode de patch 
et celui du bain. En configuration cellule entiere, ils represented le potentiel de la 
membrane de la cellule. Les potentiels de jonction qui se ferment entre l'electrode 

25 d'enregistrement et le milieu extracellulaire sont annuls avant le contact de 
l'electrode avec la cellule. Le potentiel d'inversion du courant chlore est obtenu k 
partir de liquation de Nernst (Ere V = (RT/F) log ([Cl]i/[C1] C )) ; i et e concentration 
ionique intracellular et extracellulaire, R, T et F ont leur signification habituelle. Les 
relations courant-voltage k l'ftat stationnaire sont determines en utilisant des rampes 

30 lentes (20 mV/.s) de voltage en condition de voltage impost. 
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La solution extracellulaire d'enregistrement est constitute (en mM) : 
110 NaCl ; 23 NaHC0 3 ; 3 KC1; 1,2 MgCl 2 ; 2 CaCt 2 ; 5 HEPES ; 11 D-glucose; 
gazee avec du C0 2 5 % - 02 95 % ; pH 7,4. 

1.3) Mesure des flux de traceurs radioactifs apoliqufe k l'&ude des 
5 cellules epitheliales en culture . 

Le canal CFTR 6tant permeable aux halog6nures (Br> Cl> T > F), 
la mesure d'efflux d'iodure radioactif l25 I s'est rev£16 etre une technique efficace pour 
mesurer l'activit6 du canal CFTR (Chang et al., 1998). Cette technique permet de 
suivre la cinetique de sortie de l'iodure radioactif 125 I. Les cellules sont cultiv&s dans 

10 des plaques 24 puits avec une dilution au 1/10 aprfes passage. Le quatri&ne jour de 
culture, les drogues k tester sont mises en solution en fonction de la concentration 
voulue, a 37°C, dans du milieu B k pH 7,4, contenant en mM : 137 NaCl, 5,36 KC1, 
0,8 mM MgCl 2 1,8 mM CaCl 2 , 5,5 glucose et 10 HEPES-NaOH. Les puits sont lavfe 
4 fois avec 500 jxl de milieu B. La solution est ensuite remplacee par 500 fil de solu- 

15 tion de charge contenant 1 ^iM KI et 0.5 \id de I25 INa/ml pendant 30 min. La 
cinetique de sortie de 125 i est realisee apr&s avoir ^limine la solution de charge et lav6 
4 fois les puits par 500 \il de milieu B. Pour la cin&ique de sortie de I25 I, 500 \il de 
milieu B contenant ou non les molecules k tester sont incubus 30 sec dans le puits et 
r^cuperes dans un tube a hemolyse pour fitre remplaces par 500 \il de milieu B conte- 

20 nant ou non les molecules k tester. L'op&ation est repetee toutes les 30 s pendant 2 & 6 
min. A la fin de l'efflux, les ions intracellulaires sont extraits en ajoutant 1 ml d'acide 
trichlorac&ique (7,5 %) sur la couche cellulaire. Tous les 6chantillons sont comptSs 
dans un compteur gamma (Kontron). Les prolines precipitees sont solubilisees dans 
0,1 N NaOH et quantifiees en utilisant un test colorimetrique. 

25 1 .4) Analyse des donn6es 

Le traceur contenu dans la couche cellulaire au debut de l'efflux est 
calculi comme la somme des echantillons et des extraits comptes. Les courbes 
d'efflux sont construites en exprimant le pourcentage du contenu restant dans la 
couche cellulaire (1%) par rapport au temps. Les constantes de taux d'efflux (k, min" 1 ) 
30 stimule ou non sont determines en lissant les courbes d'efflux en une fonction mono- 
exponentielle 1% = 100*exp(-kt) en utilisant une regression lin£aire du logarithme 
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n6perien des donnees, k est utilise pour calculer l'iodure lib£r6 dans le milieu par 
rapport au temps. L'hypoth&se est faite que, en presence d'un stimulateur, Tefflux est 
la somme de deux efflux d'iodure survenant en parallele : un efflux basal et un efflux 
stimute caract£ris6 respectivement par les constantes kb et kg. L* efflux net total est 
5 alors decrit par 1'equation It % =100*(l-exp(-ktt)) oil kt est la somme de kb et k$. Fina- 
lement, kg calculee corame Mo, est utilis^e pour 6tablir une relation dose-reponse 
pour des antagonistes. Les donnees sont exprim£es comme des moyennes ± SD, et le 
test-f est utilise pour determiner les significativites. Les courbes concentration-riponse 
d'agonistes ou d'antagonistes sont tissues en utilisant 1'equation hyperbolique Y = 
10 Ymax* X/(EC5o + X), ou Y est la r^ponse. Y commence au basal et va jusqu'au plateau 
(Y m ax)> X est la concentration et les valeurs de demi-effet (EC sont calculees en utili- 
sant GraphPad Prism v3.0 (GraphPad Software). 

1.5^ Dosage de l'AMPc intracellulaire total 

Les cellules CHO sont cultiv&s . pendant quatre jours dans une 
15 plaque de culture de 24 puits. Au quatrieme jour de culture, chaque puits est rince 
deux fois avec 500 ^1 de milieu B, et 500 ^1 de ce tampon contenant la molecule a 
tester sont ajoutes & chaque puits, Apr6s 5 min d'incubation k 37°C, la reaction est 
arretee en ajoutant un tampon de lyse cellulaire. La lyse cellulaire est verifiee au bleu 
Trypan. La quantity d'AMPc contenue dans les cellules est d&erminee en utilisant le 
20 kit de dosage Enzyme Immuno Assay (Amersham Biotechnology). Le niveau d'AMPc 
est exprimS en pmoles/puits ± SD. 

1.6) Imagerie cellulaire et mesure de la concentration intracellulaire 

deCa 2 *frCa 2 *^ 

Les mesures de Ca 2+ sont rSalisfes en presence de fura-2 (sonde 
25 fluorescente imperm6ante) qui lie le Ca 2+ . Les cellules sont incuWes dans du milieu 
de culture DMEM/F12 sans serum en presence de la forme permSante du fura-2 (fura- 
2/AM, 2,5 \iM) pendant lh a 37°C. Les cellules placees sur la platine d'un microscope 
(Olympus) k 6pifluorescence (objectif 20 X), sont perfusees avec les solutions k tester 
(e.g ATP, octanol). Elles sont sequentiellement illumines a 340 nm et 380 nm et la 
30 fluorescence 6mise (F) est mesurSe ^ 510 nm. Elle est d&ectee via une camera CCD 
12-bits (Sony) connect6e a une unite informatique pour le traitement des donn6es 
(TILL Photonics). La concentration de Ca 2+ intracellulaire [Ca 2+ ]i est calcutee en utili- 
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sant liquation de Grynckiewicz (Grynckiewicz et al. s 1985): [Ca 2+ ]i=K<j*(R- 
Rmin/Rmax-R. a partir de l'analyse ratiometrique R (340/380 nm) de la fluorescence 
(TILL Vision) ; et R*™ designent le rapport de fluorescence mesure en presence 
ou en Pabsence de Ca . 
5 2) R&gjtefa 

Les concentrations des n-alkanols mises en oeuvre vont de 0,1 a 10 
mM. Ces concentrations represented des proportions finales (v/v) de 0,001 % (pour 
0,1 mM d'alcools) k 0,1 % au maximum (pour 10 mM d'alcools). 

2. 1) L 'octanol active specifiquement le canal CFTR 

10 Les molecules testees sont les n-alkanols et notamment l'octanol-1, 

qui ont ete testees pour leur capacite k activer le canal CFTR. 

Le criblage des molecules en tant qu'ouvreurs du canal CFTR a ete 
realise en mesurant leur effet sur 1'efflux d'iodure radioactif l25 I et sur les courants de 
chlorure transmembranaires. Ces donntes ont ete compl6ment£es par la mesure du 

15 taux d'AMP cyclique (AMPc) intracellulaire et de ses variations dans diverses situa- 
tions experimentales 

L'evaluation de 1'effet d' activation du CFTR par les n-alkanols est 
tout d'abord r£alisee sur la iign£e cellulaire CHO-CFTR(+). Les cellules CHO- 
CFTR(-) n'exprimant pas la proline CFTR ont ete utilises comme cellules controles. 

20 L'A23187 (2 fiM) (un ionophore de calcium) est sans effet sur 1'efflux de l25 I aussi 
bien dans les cellules CHO-CFTR(+) que CHO-CFTR(-), montrant qu'il n'y a pas de 
canaux CI" dependants du calcium intracellulaire (Chappe et al., 1998). Le canal 
CFTR etant principalement regule par des proteines kinases A, les experiences 
controles ont fait appel k la FSK pour stimuler le taux d' AMPc intracellulaire. 

25 La figure 1 A montre une activation de CFTR obtenue par une appli- 

cation soit de 1 |aM de FSK (FSK), d'octanol-l (1 mM) ou une application combinee 
de FSK(1 \xM) et d'octanol-l (1 mM) dans des cellules CHO-CFTR(+), L'activation 
du canal CFTR, mesuree par 1'efflux de 125 I induit une augmentation de Pamplitude de 
Pefflux d'iodure (exprime en % de l25 I libere dans le milieu) et de la vitesse de sortie 

30 de 125 I. 

Sur la figure IB, les experiences contrdies permettant d'evaluer la 
specificite des molecules testees sur l'activite du canal CFTR ont ete realisees sur des 
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cellules CHO-CFTR(-), en presence ou non d'activateurs (FSK 1 \M, octanol-1 1 
mM). Dans ces cellules CHO-CFTR(-), Foctanol-1 (0,1 & 5 mM) et la FSK (5 \iM) ne 
modifient pas significativement le niveau basal de F efflux de l25 I (figure 1C). 

L'effet activateur de Foctanol-1 aussi bien que de la FSK (1 \xM) ou 
5 d'une application combine de FSK et octanol-1 sur CFTR est completement inhibe 
par Faddition de giibenclamide (100 fiM) commun&nent utilise pour inhiber sp£cifi- 
quement le canal CFTR (Figure ID). Ces r&ultats confirment la sp^cificite de 
Foctanol-1 sur F activity de CFTR. 

Les cellules CHO-CFTR(+) sont ensuite stimulus avec des concen- 

10 trations croissantes de FSK ou d' octanol-1, et les constantes de vitesses d'efflux de l25 I 
sont mesurees. La figure 2 represente une courbe dose-r£ponse d* octanol-1 (0,1 h 5 
mM) ou de FSK (0,1 & 5 \iM) sur Factivation de CFTR. On peut voir sur la figure 2 
que Factivation de CFTR par la FSK ou par Foctanol-1 est d6pendante de la concen- 
tration avec une EC50 d' environ 0,5 \iM pour la FSK et de 0,5 mM pour Foctanol-1 . 

15 Les effets de Foctanol-1 sur Factivation du CFTR sont observables pour des concen- 
trations d'octanol-l de 0,3 mM k 5 mM, avec un plateau atteint & 1 mM et une dose de 
demi-activation de 0,5 mM. 

De meme, Factivation de CFTR par la FSK ou Foctanol-1 est obser- 
ve en patch-clamp, en configuration cellule entiere. Les figures 3A et 3B montrent 

20 respectivement que la FSK (1 |iM) et Foctanol-1 (I mM) produisent une augmentation 
d'environ 10 fois de la conductance membranaire par rapport au contrSle. Le potentiel 
de reversion du courant induit par la FSK ou par Foctanol-1 est de 1 ± 0,6 mV, mon- 
trant que le CF est Fion principal qui contribue a ce courant. Ce courant induit par la 
FSK ou par FoctanoM est completement inhibe par Fapplication de giibenclamide 

25 montrant que c'est bien le canal CFTR qui est impliquS dans le courant induit soit par 
la FSK soit par Foctanol-1. La figure 3B montre qu'une application d'octanol-l seul 
(1 mM), c'est-i-dire sans FSK, induit une pleine activation du canal CFTR. 

2.2) Voctanol-l stimule specifiquement le canal CFTR dans des 
cellules epitheliales bronchiques humaines (Calu-3). 

30 La capacity de Foctanol-1 $l stimuler CFTR dans une lignfe de 

cellules epitheliales bronchiques humaines (Calu-3) a egalement et£ testae. Comme le 
montre la figure 9A Foctanol-l active la sortie d'iodure dans les cellules Calu-3. Cet 
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efflux active par Foctanol-1 est fortement bloquSe par un traitement (1 heure) par le 
glibenclamide (100 nM), un inhibiteur du canal CFTR, alors qu'un traitement (1 
heure) par 500 |iM de DIDS (4,4 t -diisothiocyanatostilb6ne-2,2 , -acide disulfonique), 
utilise pour bloquer les canaux CI" sauf le canal CFTR qui y est insensible, est sans 
5 effet (Figure 9B). L'ensemble de ces resultats montre que i'octanol-1 active specifi- 
quement le canal CFTR humain endogenement exprime dans les cellules epitheliales 
bronchiques humaines Calu-3. De plus, comme observe dans les cellules CHO- 
CFTR(+) (voir figure 1), l'octanol-1 active le canal CFTR humain d'une mantere 
dose-dependante (0,1 a 10 mM) dans les cellules Calu-3 (Figures 9C, D). Enfin, une 

10 courbe dose-reponse d'octanol-1 r6aiis6e en presence de FSK (1 \iM) d6place vers la 
gauche la courbe dose-r£ponse d'octanol-1, indiquant une potentialisation par la 
forskoline de l'activation de CFTR par l'octanol-L En outre, Factivation du canal 
CFTR par de l'octanol-1 pour des concentrations superieures k 0,5 mM est superieure 
£ celle obtenue par la FSK (1 nM), puisque l'octanol-1 potentialise l'activite du canal 

15 CFTR stimule par la FSK (1 ^iM) (Figures 9C, D). 

2.3) L 'octanol-1 active specifiquement le canal CFTR mute AF508 
dans des cellules epitheliale d'origine pulmonaire (CF15) de patients atteints de 
mucoviscidose homozygotes AF508. 

La capacite de l'octanol-1 a activer le canal CFTR mute AF508 a ete 

20 testae. La mutation AF508 est retrouvee chez plus de 70 % des patients atteints de 
mucoviscidose. Une grande majorite du canal CFTR mute AF508 est degrade par le 
systeme ubiquitine-prdteasome a 1'interieur de la cellule, et seulement une tr&s faible 
quantity de canal mute arrive a la surface de la membrane ou il peut etre activ£. Des 
cellules epitheliales bronchiques humaines JME/CF15 extraites a partir de patients 

25 atteints de mucoviscidose et homozygotes pour la mutation AF508 ont 6t6 utilises. La 
molecule MPB-91, connue pour adresser un certain nombre de canaux CFTR-AF508 a 
la membrane plasmique, (Dormer et al., 2001) a 6galement 6t6 utilisee. Les canaux 
CFTR mutes AF508, presents k la membrane plasmique ont 6t6 stimules, par 
l'octanol-l (1 mM). La figure 10A montre que l'octanol-1 active specifiquement le 

30 canal CFTR mute AF508. Un cocktail de stimulateurs (FSK 10 ^M + genisteine 30 
fiM) permet d'obtenir l'activite maximale pour le canal mute CFTR-AF508. 
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L'octanol-1 (1 mM) est capable, & lui seul, d'activer environ 50 % de I'activite maxi- 
male du canal CFTR-AF508 mute (Figure 10B). Cette activation de CFTR-AF508 est 
inhibee par le glibenclamide (100 \M) alors qu'elle est insensible au DIDS (500 \M) 
(Figure 10C), demontrant que l'octanol-1 stimule specifiquement le canal CFTR mute 
5 AF508. De plus, l'octanol-1 n'a aucun effet sur le niveau basal, lorsque le canal mute 
n'est pas present a la membrane plasmique, montrant qu'il n'active pas d'autres 
conductances chlorure et qu'il est bien sp6cifique du canal CFTR. L'ensemble de ces 
r6sultats demontre que l'octanol-1 est capable d'activer le canal CFTR mute AF508 
dans des cellules Spitlteliales pulmonaires humaines de patients atteints de mucovisci- 

10 dose. L'octanol-1 est ainsi d'un grand interSt pour envisager un traitement pharmaco- 
therapeutique de la mucoviscidose. 

2.4) L 'effet activateur de Voctanol-1 sur CFTR est reversible 
Nous avons enfin examine k I'aide de la technique de patch-clamp en configuration 
cellule entiere sur les cellules CHO-BQ1 qui expriment le canal CFTR humain, si 

15 l'effet de l'octanol-1 (1 mM) sur les canaux CFTR etait reversible. Comme indiqu6 
dans la figure 11, on voit que l'octanol-1 (1 mM) entraine une augmentation de 
courant due 4 l'activation de CFTR. Aprfes 15 min de lavage de octanol-1 (1 mM) par 
une solution saline physiologique, Tactivation des canaux CFTR disparait, indiquant 
que l'effet activateur de l'octanol-1 sur CFTR est reversible. 

20 2.5) Les n-alkanols a chaine hydrocarbonee longue (Q h Ciq) 

activent le canal CFTR (voir figure 12 pour la structure des n-alkanols) 

L'effet d'autres n-alkanols que l'octanol-1 sur l'activation de CFTR 
a Sgalement ete teste. La figure 4A montre que l'utilisation de n-alkanols ayant des 
longueurs de chaines hydrocarbonees 6gales ou sup6rieures h celles de Phexanol-1 

25 (C6) jusqu'au d6canol-l (C10), active significativement le canal CFTR. L'activation 
de CFTR augmente en fonction de la longueur de la chaine hydrocarbonee (c'est-4- 
dire en fonction de Phydrophobicite) de l'alcool La figure 4 montre une activation 
croissante de la CFTR suite k 1'application d'hexanol-1 (C6), d'heptanol-1 (C7), 
d'octanol-I (C8), ou de decanol-1 (C10). Pour des n-alkanols ayant des chaines hydro- 

30 carbon6es courtes (ethanol, butanol-1), l'efflux de I25 I n'est pas significativement 
different de l'efflux non stimute, indiquant que l'ethanol et le butanol n' activent pas le 
canal CFTR. 
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Sur la figure 4B, on peut voir que l'octanol-2 active aussi la proline 
CFTR. Ce qui montre que la position du radical OH sur la molecule en position 1 ou 
en position 2 n'est pas critique pour l'activation du canal CFTR. 

2.6) L 'activation de CFTR par les n-alkanols n'est pas due au 
5 decouplage cellulaire 

L'octanol et les autres n-alkanols peuvent modifier le decouplage 
cellulaire dfl aux jonctions communicantes (jonction gap). Un tel decouplage est mis 
en Evidence dans des cellules CHO, en mesurant la r£ponse calcique induite par une 
application d'ATP. Pour ce faire, une molecule totalement diffSrente des n-alkanols 

10 mais connue pour decoupler les cellules, l'acide 18-aipha glycerrhetinique (a-GA), a 
ete utilisde. Les figures 5A-C montrent que Papplication d'a-GA (10 k 100 \xM) ou 
d'octanol-1 (1 mM) decouple bien les cellules comme le montre la r£ponse calcique 
induite par 1'ATP. Mais aucun effet de (a-GA) sur l'activite du canal CFTR n'est 
observe (Fig. 6). L'activation de CFTR par les n-alkanols n'est done pas due k leur 

15 propriety de decouplage cellulaire. 

2.7) L'activite de la proteine kinase A est nicessaire a l'activation 
de CFTR par VoctanoUl 

La phosphorylation du canal CFTR notamment par la proteine 
kinase A (PKA) a £t6 montr^e comme necessaire pour la fonction et l'activation du 
20 canal. L'activation du canal CFTR par les n-alkanols est inhibee par le traitement avec 
du H-89 (30 nM), utilise pour inhiber les PKA (Figure 5A), ce qui montre qu'une 
phosphorylation constitutive du canal CFTR est necessaire k son activation par 
l'octanol-1. 

De recentes etudes ont montre qu'une phosphorylation de CFTR par 
25 la proteine kinase C (PKC) pouvait etre un pre-requis pour une activation de CFTR. 
L'octanol a ete montre comme pouvant activer certains sous-types de PKC. Un inhi- 
biteur puissant des PKC en presence d'octanol-1 a done ete utilise. Dans ces condi- 
tions, l'activation de CFTR par Poctanol-1 n'est pas inhibee (figure 7). Ces resultats 
montrent que l'octanol-1 active bien CFTR par un mecanisme independant des PKC. 
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L'octanol et les n-alkanols peuvent interagir directement avec le 
canal CFTR au niveau des sites hydrophobes de la proline, afin d'induire une modifi- 
cation de conformation favorable k son activation. 

Les n-alkanols n'induisent pas d' augmentation d'AMPc, 1'activation 
5 de CFTR par les n-alkanols n'est done pas due k une elevation du taux d'AMPc 
induite par les n-alkanols. 

La literature indique que les n-alkanols a chaine longue ne sont pas 
des activateurs potentiels de l'adenylate cyclase et done du niveau d'AMPc intra- 
cellular mais auraient plutot un effet inhibiteur. La figure 8 presente les taux 

10 d'AMPc intracellular dans la cellule CHO-CFTR(+)> mesur6s apres 5 min en 
presence de 5 \iM ou 1 ^M de FSK (activateur de l'enzyme de synthese de I'AMPc ; 
adenylate cyclase), de 1 mM d'octanol-1, d'hexanol-1 ou d'6thanol. Alors que la FSK 
1 \xM ou 5 |iM augmente significativement le niveau d'AMPc, ni l'octanol-1, 
l'hexanol-1 ou i'ethanol ne modifient le niveau basal d'AMPc. Applique seul, 

15 1'octanoH declenche Tactivation du canal CFTR sans augmenter le niveau d'AMPc. 
Ces r&uitats montrent que l'octanol- et les autres n-alkanols a chatne hydrocarbonee 
longue en k Cw stimulent le canal CFTR par une voie uutependante de la voie de 
I'AMPc. 
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REVENDICATIONS 

1°) Utilisation des n-alkanols k chaines hydrocarbonees lineaires, 
ramifies ou non, ou cy clique en Ce-Cio, pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement des pathologies associees k des troubles des canaux chlorure CFTR chez 
5 rhomme ou 1' animal. 

2°) Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que lesdits 
n-alkanols sont des n-alkanols k chaines hydrocarbonees lineaires, ramifiees ou non, 
dans lesquels le groupe OH est en position 1 (alcool primaire) ou en position 2 (alcopl 
secondaire). 

10 3°) Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que lesdits 

n-alkanols sont des n-alkanols a chaines hydrocarbonees cycliques portant un ou 
plusieurs groupements alcool 

4°) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterisee en-ce que lesdites pathologies sont seiectionnees dans Ie groupe constitue 
15 par la mucoviscidose, les mucoviscidoses atypiques, et ies obstructions des voies 
bronchiques ou des voies digestives. 

5°) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 k 4, 
caracterisee en ce que lesdits n-alkanols se presentent sous une forme adaptee k une 
administration intra nasale ou buccale. 
20 6°) Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce que lesdits 

n-alkanols sont presentes sous une forme liquide, pour une administration sous la 
forme d'un aerosol ou sous la forme d'un nebulisat. 

7°) Utilisation selon la revendication 6, caracterisee en ce que lesdits 
n-alkanols sont associes k au moins un vehicule pharmaceutiquement acceptable 
25 adapte a ladite administration intra nasale ou buccale. 

8°) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 k 7, 
caracterisee en ce que lesdits n-alkanols sont administres k une concentration 
comprise entre 0,001 % et 0,1 % (v/v), correspondant a une valeur comprise entre 10 
et 1000 ppm (parties par million), soit de 10 mg/kg k 1 g/kg. 
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Ethanol : CH 3 CH 2 OH 

Butanol-1: CH 3 CH 2 CH 2 CH 2 OH 
Hexanol-1 : CH 3 (CH 2 ) 4 CH 2 OH 

Heptaaol-1 : CH 3 (CH 2 ) 5 CH 2 OH 
Octanol-1 . CH 3 (CH 2 ) 6 CH 2 OH 

Decanol-1 . CH 3 (CH 2 ) a CH 2 OH 
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